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DTC                                           disseminierte Tumorzellen 
FAP                                           familiäre adenomatöse Polyposis 
GFP                                             green fluorescent protein 
HGF                                             hepatocyte growth factor 
HNPCCS                                     hereditäres nicht polypöses Kolonkarzinom-Syndrom 
HPF                                             high power field 
IVM                                              Intravitalmikroskopie 
KRK                                             kolorektales Karzinom 
KRLM                                          kolorektale Lebermetastasen 
LAP                                             Laparatomie 
MM                                              Mikrometastasen 
mTOR                                         mammalian target of rapamycin 
mTORC1                                    mammalian target of rapamycin – Complex 1 
mTORC2                                     mammalian target of rapamycin – Complex 2   
PBE/PVE                                     portal branch embolization/ portal vein embolisation =  
                                                     Pfortaderastembolisation 
PBL                                              portal branch ligation 
PBS                                             phosphate buffered saline 
PCNA                                          proliferating cell nuclear antigen 
RHK                                            Rückenhautkammer 
ROI                                              region of interest 
TEM                                             Temsirolimus 
TU Imp                                         Tumorimplantation 
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VEGF                                           vascular endothelial growth factor 
vs.                                                versus 
VPLL                                            linker Ast der Vena portae, der den Lobus hepatis sinister  
                                                     lateralis versorgt 
VPLM                                           linker Ast der Vena portae, der den Lobus hepatis sinister  





2.1. Deutsche Version 
Bis zum heutigen Tage ist in der Behandlung von syn- und metachronen kolorektalen 
Lebermetastasen die Resektion der Goldstandard. Die Pfortaderastligatur ist ein seit vielen 
Jahren in der Klinik präoperativ eingesetztes Verfahren vor ausgedehnter Leberresektion bei 
initial inoperablen kolorektalen Lebermetastasen. Durch die Pfortaderastligatur wird eine 
Atrophie im ligierten Leberlappen und eine Hypertrophie im zukünftigen Restlebergewebe 
erzielt und somit ein postoperatives Leberversagen aufgrund eines zu geringen 
Restlebergewebes vermieden. Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, dass die 
Pfortaderastligatur durch Expression von Wachstumsfaktoren im ligierten Leberlappen zur 
Entstehung von neuen und zur Größenzunahme von bereits etablierten intrahepatischen 
Metastasen führt. 
In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen anhand des Rückenhautkammermodels der 
Maus intravitalmikroskopisch untersucht, ob die bekannte intrahepatische Hypertrophie 
induzierende Wirkung der Pfortaderastligatur Einfluss auf das Proliferationsverhalten von 
extrahepatischen kolorektalen disseminierten Tumorzellen, Mikrometastasen und bereits 
etablierten extrahepatischen kolorektalen Metastasen hat. Zum anderen sollte geklärt 
werden, ob der mTOR-Inhibitor Temsirolimus antiangiogene und proliferationshemmende 
Wirkung während einer Pfortaderastligatur gegenüber extrahepatischen kolorektalen 
disseminierten Tumorzellen, Mikrometastasen und etablierten extrahepatische  Metastasen 
entfalten kann. 
Die Arbeit konnte zeigen, dass die Pfortaderastligatur keinen Einfluss auf das 
Wachstumsverhalten von extrahepatischen kolorektalen disseminierten Tumorzellen, 
Mikrometastasen und etablierten Metastasen hat. Die Wirkung des mTOR-Inhibitors 
11 
 
Temsirolimus wird durch eine Pfortaderastligatur nicht beeinträchtigt. Durch die Gabe von 
Temsirolimus während der Pfortaderastligatur konnte in dieser Arbeit das Anwachsen von 
extrahepatischen kolorektalen disseminierten Tumorzellen und Mikrometastasen signifikant 
gehemmt werden. Außerdem wurde durch die Therapie mit Temsirolimus während der 



















2.2. Englische Version 
To this day excision is the gold standard in the therapy of syn- and metachronic colorectal 
liver metastases. The portal branch ligation is a procedure preoperatively used for many 
years in the clinical setting before extensive hepatectomy with initially inoperable colorectal 
liver metastases. The mTor - inhibitor temsirolimus has potent anti-tumor activities on extra-
hepatic colorectal metastases. Treatment of patients with advanced colorectal cancer may 
require portal branch ligation. While portal branch ligation can induce intrahepatic tumor 
growth, the effect of portal branch ligation on extrahepatic metastases under temsirolimus 
treatment is unknown.  
In the present study, we investigated whether the known intrahepatic hypertrophy-inducing 
effect of portal branch ligation has an influence on the proliferative behavior of extrahepatic 
disseminated tumor cells, micrometastases and established extrahepatic colorectal 
metastases, using the dorsal skinfold chamber model. On the other hand, we examined 
whether the mTOR - inhibitor temsirolimus can exert its angiogenic and proliferation-
inhibitory effect during portal branch ligation against extrahepatic colorectal disseminated 
tumor cells, micrometastases and established extrahepatic metastases. 
In non-portal branch ligation animals temsirolimus treatment inhibited tumor cell proliferation 
as well as vascularization and growth of the extrahepatic metastases. Portal branch ligation 
did not influence tumor cell engraftment, vascularization and metastatic growth. By the 
administration of temsirolimus during portal branch ligation, the growth of extrahepatic 
colorectal disseminated tumor cells und micrometatstase could be significantly inhibited. In 
addition, the further progress of already established extrahepatic tumor cells was stopped by 





3.1. Das kolorektale Karzinom 
Das kolorektale Karzinom (KRK) ist das zweithäufigste Karzinom bei Männern und Frauen 
[56, 125] im europäischen Raum. In Deutschland liegt die Inzidenz für Männer bei ca. 33.740 
und für Frauen bei ca. 28.490 pro Jahr [171]. Somit macht das KRK einen Anteil von rund 14 
Prozent an allen Krebsneuerkrankungen aus und ist die zweithäufigste Krebstodesursache in 
Deutschland [40, 56]. Das Erkrankungsrisiko steigt mit fortschreitendem Alter stetig an [94]. 
Mehr als die Hälfte der Betroffenen erkrankt ab dem 70. Lebensjahr, nur etwa 10 Prozent 
sind jünger als 55 Jahre. Zu den Risikofaktoren zählen Übergewicht, Bewegungsmangel, 
fettreiche Ernährung, geringer Gemüseverzehr sowie Rauchen und regelmäßiger 
Alkoholkonsum. Auch Erkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Chron erhöhen das 
Risiko für ein KRK [171]. Bei ca. 10% der Patienten sind genetische Faktoren wie die 
familiäre adenomatöse Polyposis (FAP), das hereditäre nicht polypöse Kolonkarzinom-
Syndrom (HNPCCS) und Erkrankungsfälle in der eigenen Familie für die Entstehung des 
KRK verantwortlich [56].  
Das KRK zählt zu den Karzinomen mit mittlerer Prognose, wobei die 5-Jahres-
Überlebensrate bei ca. 50% liegt [171]. Ohne jegliche Behandlung besteht im Stadium IV 






3.2. Kolorektale Metastasen  
Das KRK wird aufgrund der verspäteten lymphogenen und hämatogenen Metastasierung als 
langsam proliferierender Tumor angesehen. Man schätzt die kalkulierte Verdopplungszeit 
des Primärtumors auf ca. 636 Tage. Bei Lebermetastasen liegt diese jedoch nur noch bei 5 
bis 90 Tagen [19]. Da das KRK anfangs nur wenig klinische Beschwerden verursacht, wird 
der Primärtumor oft erst in einem fortgeschrittenem Stadium diagnostiziert. So liegen bei ca. 
20-25% der Patienten bei Erstvorstellung bereits metastatische Absiedlungen, meist in der 
Leber, vor [35, 120, 125, 153, 159]. Trotz der in den letzten Jahrzehnten weit voran 
geschrittenen Behandlungsmethoden entwickeln ca. 50-70% aller Patienten, die eine 
potentiell kurative R0-Resektion des Primarius erhalten haben, innerhalb der ersten 5 Jahre 
nach operativer Entfernung, lokal- oder fernmetastatische Rezidive. 10-25% der Patienten, 
die zusätzlich zur R0-Resektion einen negativen Lymphknotenstatus aufweisen, zeigen im 
weiteren Verlauf Metastasen. Darüber hinaus liegt die Rezidivrate kolorektaler 
Lebermetastasen nach 2 Jahren bei ca. 50% [71, 131]. 
Die Rezidive werden als Folge einer progredienten Mikrometastasierung angesehen, die 
wahrscheinlich schon zum Zeitpunkt der primären Diagnose okkult, also noch nicht in der 
Bildgebung oder durch Untersuchungen nachweisbar, vorlag [19, 26, 69, 141, 159]. Laut 
Definition des American Joint Committee on Cancer (AJCC) [36] werden diese okkulten 
Metastasen als disseminierte Tumorzellen (DTC) oder Mikrometastasen (MM) bezeichnet. 
Dabei versteht man unter DTC einzelne Tumorzellen oder Tumorzellcluster mit einem max. 
Durchmesser von 0,2 mm. MM sind als zusammenhängende Absiedlungen von Tumorzellen 
mit einem Durchmesser von 0,2 - 2 mm bzw. als nicht zusammenhängende Infiltrate 
bestehend aus mehr als 200 Tumorzellen definiert. Der klinische Nachweis von 
lymphatischen MM bzw. DTC oder DTC in Blut oder Peritoneallavage steht in 
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Zusammenhang mit der Entwicklung eines postoperativen Rezidivs und einem reduzierten 
krankheitsfreien Gesamtüberleben [21, 22, 85, 131].  
Die lymphogenen Metastasierungswege des KRK verlaufen entlang der arteriellen Gefäß-
versorgung des Rektums bzw. Kolons. Beim Rektumkarzinom hängt sie vom Sitz des 
Tumors ab. Im oberen Rektumdrittel erfolgt der Lymphabfluss nach kranial, im mittleren 
Drittel nach kranial sowie über die Lymphknoten der Aa. rectales media et pudenda an den 
Beckengefäßen entlang. Im distalen Rektumdrittel und im Analbereich wird die Lymphe nach 
kranial, lateral und inguinal drainiert [20]. 
Die hämatogene Metastasierung erfolgt zu 75% über die Vena portae in die Leber. Deshalb 
entwickeln 50% aller Patienten mit KRK synchrone (zeitgleiches Auftreten mit dem 
Primarius) oder metachrone (Entstehung nach Entfernung des Primärtumors) Lebermeta-
stasen [91]. Lebermetastasen werden für den Tod von 2/3 dieser Patienten verantwortlich 
gemacht [39, 45, 116, 138, 146]. 
Die hämatogene Metastasierung kann sich im Anschluss weiter über die Lebervenen in die 
Lunge (15%) ausbreiten. Seltener finden sich auch Absiedlungen des Primärtumors in 
Nebenniere, Knochenmark, Gehirn, Milz, Nieren, Pleura, Darm, Ovarien oder Peritoneum 
[155]. Tief sitzende Rektumkarzinome können auch direkt über die inferiore Vena cava in die 




Wie bereits unter 3.2 erwähnt weisen ca. 20% Prozent aller Patienten mit KRK bei 
Erstdiagnose synchrone Lebermetastasen auf. Weitere 40-50% entwickeln nach R0-
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Resektion des Primärtumors metachrone Lebermetastasen [43, 116] Bis zum heutigen Tag 
ist in der Behandlung von kolorektalen syn- oder metachronen Lebermetastasen die R0-
Resektion der Goldstandard [10, 60, 95, 103, 113, 116, 117, 163]. So kann am ehesten eine 
kurative Situation erzielt und die 5-Jahres-Überlebensrate auf ca. 50% bzw. die 10-Jahres-
Überlebensrate auf ca. 20% gesteigert werden [4, 28, 84, 92, 118]. 
Primär sind nur ca. 15-20% aller Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen für eine 
Resektion geeignet [68, 103, 116, 130]. Grund hierfür ist meist die multifokale 
Tumorausbreitung innerhalb der Leber, die Invasion von großen Gefäßen und biliären 
Strukturen oder die zu gering geschätzte Menge an verbleibendem gesundem 
regenerationsfähigem Parenchym nach ausgedehnter Leberresektion [9, 68, 79, 90, 92, 103, 
104, 121, 130]. Um einer postoperativen Leberinsuffizienz/-dysfunktion vorzubeugen bzw. 
um eine adäquate Regenerationsrate erreichen zu können, sollte bei Patienten mit normaler 
Leberfunktion nach Hepatektomie noch mindestens 20-25%, bei Patienten mit 
vorgeschädigter Leber noch ca. 30% und bei Patienten mit gut kompensierter Zirrhose noch 
etwa 40% funktionsfähiges Leberparenchym vorhanden sein [1–3, 24, 30, 72, 92, 106, 169]. 
Eine mehr als 70%ige Leberresektion erhöht das Risiko eines Leberversagens sowie die 
postoperative Mortalität [61, 87, 140].  
Damit Patienten, die einer ausgedehnten Lebermetastasenresektion bedürfen und aufgrund 
eines zu gering geschätzten Restlebergewebes primär als nicht resektabel eingestuft 
werden, die Chance auf einen kurativen Therapieansatz haben, hat man unter anderem die 
Technik der Pfortaderastokklusion entwickelt [16, 23, 29, 96, 105, 107, 108]. Dieser 
Pfortaderastverschluss kann entweder als perkutane transluminale Embolisation (PBE) oder 
als chirurgische Ligatur (PBL) durchgeführt werden. Welche Methode letztendlich zur 
Anwendung kommt hängt von der chirurgischen Strategie ab. Die PBE wird eher bei einer 
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einzeitigen und die PBL bei einer zweizeitigen Hepatektomie eingesetzt, wobei in den 
bisherigen Studien beide Techniken vergleichbare Ergebnisse zeigten [14, 33, 92]. In der 
hier vorliegenden Arbeit wurde die Technik der Pfortaderastligatur (PBL) verwendet, so dass 
im nachfolgenden Text die PBL ausführlicher beschrieben wird. 
Ziel einer PBL ist es, präoperativ mittels Unterbindung der portalvenösen Zirkulation in dem 
zu resezierenden und mit Metastasen durchsetzten Leberareal eine Atrophie sowie 
gleichzeitig eine Hypertrophie im zukünftigen Restlebergewebe zu erreichen. Durch die PBL 
wird das verbleibende gesunde Leberparenchym zur Größenzunahme stimuliert und die 
generelle Regenerationsfähigkeit der Leber ausgetestet [16, 59, 67, 68, 92, 96, 119, 152]. 
Zudem erreicht man eine Zunahme der Stoffwechselaktivität im zukünftigen 
Restlebergewebe [1, 59, 67, 152]. Ist durch die PBL im verbleibenden gesunden 
Leberparenchym eine ausreichende Hypertrophie und Stoffwechselkapazität erzielt worden, 
so kann die vorher aufgrund der Gefahr eines postoperativen Leberversagens nicht 
praktikable Hepatektomie sekundär durchgeführt werden. 
In einem Patientenkollektiv mehrerer retrospektiver Studien wurde bei 27-63% der Patienten 
mit primär nicht resektablen kolorektalen Lebermetastasen eine PBL durchgeführt. In 60-
82% der Fälle war nach PBL aufgrund ausreichend provozierter Hypertrophie eine 
sekundäre Resektion der Metastasen möglich [32, 92, 93, 106, 110, 112, 162]. Bei 
Patienten, die nach erfolgter PBL mehr als 20% Leberrestgewebe aufweisen, ist die Gefahr 
des postoperativen Leberversagens nicht größer als bei Patienten die ohne PBL mehr als 
20% verbleibendes Leberparenchym haben [1].  
Allerdings konnte in unterschiedlichen Studien gezeigt werden, dass es bereits nach 45 min 
Ischämie und anschließender Reperfusion nicht nur zu einem Leberzellschaden, sondern 
auch zum beschleunigten Wachstum von kolorektalen MM sogar im ligierten Leberlappen 
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kommt [23, 124, 154]. Des Weiteren konnte nach initialer Leberischämie und anschließender 
Reperfusion eine Zunahme der VEGF-Expression nachgewiesen werden [148].  
 
 
3.4. Die mTOR-Inhibitoren Rapamycin  und Temsirolimus 
Der ursprünglich entdeckte mTOR-Inhibitor ist Rapamycin. Rapamycin ist als Produkt des 
Bakteriums Streptomyces hygroscopicus ein natürliches Makrolidantibiotikum 
(Sirolimus/Rapamune, ® Wyeth). Es wurde durch Forscher der Firma Wyeth aus einer 
Bodenprobe der Osterinseln (Rapa Nui) isoliert. [6, 49, 53, 135]. 
Initial konnte für Rapamycin eine ausgeprägte antimykotische [41, 134, 135, 156] und 
immunsuppressive [15, 41, 74, 99, 129, 133] Wirkung nachgewiesen werden [34, 49, 135]. 
Seine erste Zulassung erhielt  Rapamycin als Immunsuppressivum nach allogener 
Organtransplantation [13, 17, 41, 58, 158, 167]. 
Seit der Erkenntnis über die potente antiproliferative und wachstumshemmende Wirkung von 
Rapamycin auf die menschliche Tumorzelle begann die intensive Erforschung von 
Rapamycin hinsichtlich klinisch einsetzbarer Tumortherapie. Es folgte die Entwicklung von 
drei Rapamycin-Derivaten: Temsirolimus, Everolimus und Deforolimus. Diese sogenannten 
„rapmycins“ oder „rapalogs“ sind Rapamycin-Derivate der ersten Generation und haben 
denselben Funktionsmechanismus wie Rapamycin. [6, 17, 41, 47, 49, 63, 132].  
Rapamycin und seine Derivate wirken über die Hemmung von mammalian target of 
rapamycin (mTOR). mTor ist eine Serin-Threonin-Kinase des Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Signalweges (PI3K/Akt) [49, 132, 158] und  katalytische Untereinheit der biochemisch 
unterschiedlichen mTORC1- und mTORC2- Komplexe, die Teil des PI3K/AKT/mTOR –
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Signalweges sind. Über diese beiden Komplexe integriert mTOR Signale sowohl von 
Wachstumsfaktoren als auch von Nährstoff- und Energieangebot in den PI3K/AKT/mTOR –
Signalweg und nimmt so Einfluss auf Wachstum, Proliferation, Überleben und Mobilität der 
Tumorzellen [17, 41, 42, 48, 49, 52–54, 73, 86, 97, 127, 128, 151, 158, 165]. Dysregulation 
einiger Komponenten des PI3K/AKT/mTOR - Signalweges führt in diversen menschlichen 
Tumoren zum Progress [5, 15, 17, 27, 38, 41, 62, 98, 115, 122, 157]. 
Die Hemmung von mTOR durch Rapamycin erschwert Angiogenese und endotheliale 
Zellproliferation in vitro und in vivo. Rapamycin führt zur Abnahme der endothelialen 
Zellproliferation unter Hypoxie, zur Abnahme der  vascular endothelial growth factor (VEGF)-
Produktion und zu einer verminderten Antwort der endothelialen Gefäße auf VEGF-
Stimulation [49, 51, 65, 66]. 
In dieser Arbeit wurde der mTor-Inhibitor Temsirolimus (Torisel ®, Wyeth) verwendet. 
Temsirolimus (TEM) ist ein Dihydroxymethyl-Propionsäure-Ester-Propharmakon von 
Rapamycin. Temsirolimus ist besser wasserlöslich als Rapamycin und wird intravenös 
verabreicht. Nach Injektion kommt es zur raschen Umwandlung des Propharmakons in 
Rapamycin, so dass die Hauptwirkung des Medikaments von Rapamycin ausgeht [17, 49]. In 
vielen präklinischen und klinischen Studien konnte bereits eine potente Wirkung von 
Temsirolimus gegenüber Tumoraktivität gezeigt werden [158]. Temsirolimus wird mittlerweile 
standardmäßig in der Therapie des metastatierten Nierenzellkarzinoms und des 
Mantelzelllymphoms eingesetzt [15, 41, 53, 57, 64, 102, 158]. 
Ähnliche Wirkung zeigten die “rapalogs” gegenüber anderen Lymphomtypen [11, 143, 158, 
164]. Außerdem wird in mehreren Phase-II-Studien die Wirkung der Rapamycin-Derivate 
gegenüber Sarkomen, Endometriumkarzinomen und anderen fortgeschrittenen soliden 
Tumoren evaluiert. [25, 31, 142]. 
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3.5. Zielsetzung der Arbeit 
Aus vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass während der PBL und somit noch vor 
geplanter Leberteilresektion durch Zunahme des arteriellen Blutflusses im ligierten 
Leberlappen und vermehrte Wachstumsfaktorexpression ein beschleunigtes Wachstum 
intrahepatischer (Mikro-)Metastasen im ligierten und nicht ligierten Leberlappen beobachtet 
werden kann [79, 124].  
Bisher wurde nicht untersucht wie sich die intrahepatisch proliferationsfördernde Wirkung der 
PBL auf extrahepatische kolorektale DTC/MM und etablierte Metastasen auswirkt und ob die 
proliferationsfördernde Wirkung der PBL durch systemische Gabe von TEM reduziert werden 
kann. 
So sollen durch diese Arbeit folgende Fragen beantwortet werden: 
 
1. Wie wirken sich die Einflüsse der PBL auf das Anwachsen von extrahepatischen 
kolorektalen DTC/MM aus (Versuchsteil A)? 
2. Kann die systemische Gabe von TEM während PBL das Anwachsen von 
extrahepatischen kolorektalen  DTC/MM verhindern (Versuchteil A)? 
3. Wie wirken sich die Einflüsse der PBL auf bereits etablierte extrahepatische kolorektale 
Metastasen aus (Versuchsteil B)?  
4. Kann die systemische Gabe von TEM während PBL den Progress etablierter 





4. Material und Methoden 
Die Versuche wurden durch die Ethikkommission des Ministeriums für Soziales, Gesundheit, 
Frauen und Familie genehmigt (Antrag-Nummer 52/10). Zudem erfolgte eine Überwachung 




4.1. Versuchstiere  
Für die Versuche wurden 20-22g schwere, weibliche BALB/c – Mäuse von Charles River 
Laboratories, Research Models and Services, Sulzfeld Deutschland GmbH, verwendet. Die 
Mäuse wurden in den Stallungen des Instituts für experimentelle Chirurgie der Universität 
des Saarlandes unter kontrollierten Bedingungen gehalten. Vor Versuchsbeginn befanden 
sich 10 Mäuse in einem Käfig. Ab dem Tag vor Rückenhautkammerimplantation bis zum 
Versuchsabbau lebten die Tiere in Einzelkäfigen. Die Mäuse hatten stets freien Zugang zu 
Wasser und Nahrung (Standard Laborfutter, Altromin®, Lage, Deutschland). Es herrschte 
eine durchschnittliche Raumtemperatur von 22-24°C und eine Luftfeuchtigkeit von 60-65%. 
Zudem wurde eine 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmik eingehalten. Gewicht, 







Vor jedem operativen Eingriff sowie vor jeder Intravitalmikroskopie (IVM) wurde den Mäusen 
ein Narkosegemisch bestehend aus Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer AG, Leverkusen 
Deutschland; je 20mg/kg Körpergewicht) und Ketaminhydrochlorid (Ketavet®, Parke Davis, 
Freiburg, Deutschland; je 90mg/kg Körpergewicht) auf 10ml 0,9%ige Kochsalzlösung 
verdünnt, intraperitoneal injiziert. So wurde eine ca. 30-40 minütige tiefe Vollnarkose der 
Tiere herbeigeführt. Während jeder Narkose wurde den Mäusen prophylaktisch, um ein 
Austrocknen der Cornea zu vermeiden, Augensalbe lokal appliziert (Bepanthen® Augen- und 
Nasensalbe, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach - Wyhlen, Deutschland). Bis zum Erwachen 
aus jeder Narkose wurden die Tiere zur Vorbeugung einer Hypothermie mit 
Rotlichtwärmelampen (IR 801 100W, efbe Elektrogeräte GmbH, Bad Blankenburg, 
Deutschland) bestrahlt.  
 
 
4.3. Implantation der Rückenhautkammer 
Das Modell der Rückenhautkammer in Kombination mit der Technik der Intravitalmikroskopie 
ist ein standardisiertes und etabliertes Versuchsmodell. Am Institut für experimentelle 
Chirurgie der Universität des Saarlandes wurde es bereits in einer Vielzahl von Studien 
eingesetzt, z. B. [80, 81, 88, 123, 136]. Sandison legte für dieses Verfahren in den 1920igern 
den Grundstein [126]. Durch Anwendung dieses Modells ist es möglich 
Mikrovaskularisierung und –zirkulation im Allgemeinen, vor allem aber die Erforschung von 
Wachstum und Mikrovaskularisierung transplantierter neoplastischer und nicht 
neoplastischer Gewebe in vivo, also am lebenden Tier, zu beobachten [89]. Dadurch ist eine 
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viel realistischere Erforschung komplexer physiologischer und pathophysiologischer Abläufe 
als durch in vitro Versuche möglich [101]. 
Die Implantation der Rückenhautkammern wurde wie folgt durchgeführt [100]: 
Nach Wirkungseintritt der Narkose wurden die Tiere zunächst mit einem elektrischen Haar-
schneider (Elektra II GH 204, Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) am Rücken 
rasiert und zusätzlich mit Enthaarungscreme (Plica med Creme, Asid Bonz, Böblingen) 
vollständig von Körperbehaarung befreit. Danach erfolgte die Reinigung mit lauwarmem 
Wasser.  
Die anschließende Präparation wurde in Bauchlage durchgeführt. Zunächst wurde die 
elastische Rückenhaut in der Mittellinie des Rückens zu einer Falte mobilisiert. Die dadurch 
entstandene Duplikatur der Rückenhaut wurde unter Gegenlichtkontrolle so zur Deckung 
gebraucht, dass die Gefäße der beiden Hautfaltenanteile direkt übereinander zum Liegen 
kamen. Anschließend wurde die Rückenhautfalte mit zwei Haltefäden senkrecht an einer 
Querstange aufgehängt, um ausreichend Spannung der Haut zu erhalten. Dann wurde der 
hintere Anteil der aus zwei symmetrischen Titanrahmen bestehenden Rückenhautkammer 
mit mehreren Einzelstichnähten an der Oberkannte der Hautfalte, jedoch kaudal der 
Versorgungsgefäße, befestigt. An der Hautfaltenbasis wurde für den Durchtritt zweier 
Verbindungsschrauben je ein kleiner Schnitt gesetzt. So konnten die Schrauben von der 
Rahmenhinterseite nach vorne geführt und anschließend mit Klemmen fixiert werden. Als 
nächstes wurde, weiterhin unter Kontrolle mit Gegenlicht, der Bereich des zukünftigen 
Beobachtungsfensters markiert.  
Für die folgenden Arbeitsschritte wurden schließlich die vorher angebrachten Haltefäden 
entfernt und die Mäuse in Rechtsseitenlage manövriert. Mit Hilfe eines 
Operationsmikroskops (Leica, Bensheim, Deutschland) und mikrochirurgischen Instrumenten 
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konnten nun innerhalb des markierten Bereichs Haut, Hautmuskulatur, Faszien-, Fettgewebe 
und die beiden Schichten des M. retractor entfernt und der gegenüber liegende 
quergestreifte Hautmuskel freipräpariert werden. Zum Schutz des Gewebes vor 
Austrocknung und zur evtl. notwendigen Blutstillung erfolgten mehrere Spülungen mit 
0,9%iger Kochsalzlösung (Braun, Melsungen, Deutschland). 
Im Anschluss wurde der vordere Titanrahmen mit einem Abstand von ca. 400-450 µm zum 
hinteren Rahmen auf die Verbindungsschrauben aufgesetzt, die Klemmen entfernt und die 
Schrauben mit Muttern festgezogen. Dann erfolgte unter Vermeidung von Blasenbildung das 
Aufsetzen eines Deckglases auf das Beobachtungsfenster. Anschließend wurde das 
Deckglas mit einem Spannring fixiert. 
Zur Regeneration nach Anästhesie und Kammerimplantation wurde den Mäusen eine Pause 
von 48 Stunden gewährt. Die Tiere tolerierten die Kammern sehr gut, was sich in unverän-
dertem Trink-, Fress- und Allgemeinverhalten sowie in beibehaltener Tag-/Nacht-Rhythmik 




Zu Beginn des Eingriffs wurden die Tiere über dem distalen Thoraxdrittel und dem Abdomen 
mit einem elektrischen Rasiergerät rasiert (Elektra II GH 204, Aesculap AG & Co. KG, Tutt-
lingen, Deutschland) und dann mit einem Desinfektionsmittel (Softasept® N, B. Braun Mels-
ungen AG, Melsungen, Deutschland) desinfiziert. Für eine adäquate Lagerung wurden die 
Mäuse in Rückenlage mit gestreckten Extremitäten per Klebeband (Leukosilk® 10mm, Bei-
ersdorf AG, Hamburg, Deutschland) auf einer Korkunterlage befestigt. 
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Während der gesamten Operation wurde ein Operationsmikroskop (Leica M 651, Leica 
Camera AG, Solms, Deutschland) verwendet, das mit einer Kamera (Leica IC A, Leica Cam-
era AG), einem Monitor (RM-W100 Sony Trinitron, Sony Deutschland GmbH, Köln, Deutsch-
land) sowie einem DVD-Anschluss verbunden war. 
Dann erfolgte die schrittweise Eröffnung der Bauchhöhle über eine mediane Laparatomie. 
Zunächst wurde die Haut des Abdomens mit einer groben Schere durchtrennt und dann die 
Linea Alba mit einer feinen Schere eröffnet. Im Anschluss wurden beiderseits des Xyphoids 
die Bänder entfernt. Die durch die Laparatomie entstandenen zwei Bauchdeckenlappen 
wurden nun mit je einem Klemmchen lateral des Abdomens über ca. 5mm hohe Klötzchen 
aufgespannt. So wurde eine Höhenregulierung der Bauchdecke gewährleistet. Dann wurde 
das Xyphoid mit einem dritten Klemmchen über den Kopf der Tiere aufgespannt. 
Im folgenden Schritt wurden die Bänder der Lobi hepatis sinister lateralis und medialis, sowie 
das Ligamentum falciforme hepatis (Band zwischen Lobus hepatis sinister medialis und 
Zwerchfell) und das Ligamentum triangulare sinsitrum (Band zwischen Lobus hepatis sinister 
lateralis und Zwerchfell) mittels einer Mikroschere durchtrennt. 
Alle Lokalisationsangaben sind aus der Sicht der Tiere beschrieben. Angaben zum Lobus 
hepatis sinister lateralis gehen vom umgedrehten Lappen aus.  
Zur Vermeidung von Parenchymverletzungen wurden zur Präparation feuchte Wattestäb-
chen benutzt (Wattestäbchen (kleiner Kopf), Fink & Walter GmbH, Merchweiler, 
Deutschland). 
Nach durchgeführter Operation wurde in das noch geöffnete Abdomen ca. 1ml NaCl appli-




Anschließend erfolgte der Bauchdeckenverschluss mit 5-0 Prolene (5-0, C-1, blau monfil, 




Der Zugang zum Operationssitus erfolgte wie bei der unter Punkt 4.4. beschriebenen 
Laparatomie. 
Zur Durchführung des Ligaturvorganges wurden zunächst unter 40-facher Vergrößerung des 
Operationsmikroskopes (Leica M 651, Leica Camera AG, Solms, Deutschland) die jeweiligen 
Äste der Pfortader aufgesucht und dargestellt. Um Parenchymverletzungen und –blutungen 
zu vermeiden wurde mit absoluter Vorsicht und unter zu Hilfenahme von feuchten 
Wattestäbchen (Wattestäbchen (kleiner Kopf), Fink & Walter GmbH, Merchweiler, 
Deutschland) gearbeitet.  
In dieser Arbeit erfolgte die Pfortaderastligatur am Lobus hepatis sinister lateralis [78, 79]. 
Der linke laterale Leberlappen erhält Zufluss aus der linken Vena portae (VPLL). Über portal-
portale beziehungsweise portal-venöse Verbindungen kann die Blutversorgung des Lobus 
hepatis sinister lateralis retrograd über den Lobus hepatis sinister medialis erfolgen (VPLM). 
So wurden zur Unterbindung des portalvenösen Blutflusses im Lobus hepatis sinister 
lateralis zum einen der Ast der linken Vena portae, der den Lobus hepatis sinister lateralis 
(VPLL) versorgt und zusätzlich der Ast der linken Vena portae, der den Lobus hepatis 
sinister medialis (VPLM) versorgt, per Durchstichligatur mit einem Faden der Stärke 9-0  
(Ethilon, 0,3 metric BV-4 ; Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verschlossen.  




Nach anatomischer Reposition der Organe erfolgte der Bauchdeckenverschluss mit 5-0 Pro- 
lene® (5-0, C-1, blau monfil, Pronova™, Ethicon GmbH). 









In dieser Arbeit wurde eine bereits am Institut für Expertimentelle Chirurgie und in diversen 
anderen Studien etablierte Tumorzelllinie eingesetzt. Hierbei handelt es sich um green 
fluorescent protein (GFP) - transfizierte Tumorzellen der Kolonkarzinomzell-Linie CT26.WT 
(ATCC CRL-2638®, LGC Promochem GmbH, Wesel, Deutschland). Die Zelllinie stammt von 
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einem N-Nitroso-N-Methylurethan-induzierten, undifferenzierten Adenokarzinom des Kolons 
ab und ist syngen zur BALB/c-Maus [82, 83, 123, 150, 170].  
Die Anzüchtung der Tumorzellen erfolgte analog zu am Institut für Experimentelle Chirurgie 
vorangegangen Arbeiten [83]. Die Tumorzellen wurden in Zellkultur als Monolayer in RPMI-
1640 Medium mit 2 mM L-Glutamin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland), 10%igem fetalem Kalbsserum (FCS-Gold, PAA Laboratories GmbH, Cölbe, 
Deutschland), 100 U/ml Penicillin und 100 μg/ml Streptomycin (PAA Laboratories GmbH) bei 
37°C in einer 5%igen CO 2-Atmosphäre inkubiert [83]. 
Vor Implantation wurden die Tumorzellen mit Hilfe von 0,05%iger Trypsinlösung von den 
Kulturschalen abgelöst und anschließend zentrifugiert. Dann erfolgte nach Anfärbung mit 
Trypanblau (0,05% Trypsin und 0.02% EDTA, PAA Labor GmbH) und zweimaliger Spülung 
mit PBS die Auszählung in einer Neubauer-Zählkammer. Es wurden jeweils 1x105  




Vor der Implantation der CT26.WT-GPF-Tumorzellen in die Rückenhautkammer erfolgte 
deren Aufbereitung im Labor. Der genaue Ablauf der Aufbereitung ist unter Punkt 4.6. 
beschrieben. Die Behandlung der Tumorzellen wurde direkt vor der Implantation 
durchgeführt um die Teilungsfähigkeit der Zellen zu garantieren. Die Implantation erfolgte an 
Versuchstag Null. 
Zu Beginn des Vorgangs wurden der Spannring und das Deckglas der Rückenhautkammer 
abgenommen. Dann wurde der aufbereiteten Zellsuspension mit einer Eppendorfpipette ein 
Volumen von 2µl (= 1x10  Tumorzellen) abpipettiert. Diese Tumorzellsuspension wurde 
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anschließend per Pipette im oberen Drittel des Beobachtungsfensters der Kammer direkt auf 
den quergestreiften Hautmuskel aufgetragen. Dabei wurde darauf geachtet die Tumorzellen 
standardisiert mittig innerhalb des Fensters zu applizieren. Im letzten Schritt wurde das 
Beobachtungsfenster unter Vermeidung von Blasenbildung mit einem neuen Deckglas, 
sowie mit dem Spannring wieder verschlossen. 
Anschließend erfolgte die erste intravitalmikroskopische Aufnahme, um die initiale 




Um die Tiere dem Vorgang der Intravitalmikroskopie (IVM) unterziehen zu können, wurden 
sie zunächst wie bereits unter Punkt 4.2. beschrieben in Narkose versetzt. Nach 
Wirkungseintritt der Narkose erfolgte eine Mehrpunktfixierung der Mäuse in Rechtsseitenlage 
auf einer vorgefertigten Plexiglasunterlage. Die Fixierung erfolgte mit einem Faden über die 
Verbindungsschrauben der Rückenhautkammer. Auf der Plexiglasunterlage war mittig ein 
leicht erhöhtes Podest eingearbeitet, um die Rückenhautkammer immer identisch in der 
Waagrechten befestigen zu können. Durch die oben beschriebene Fixierung der 
Rückenhautkammer auf dem Podest war es möglich den Tumor durch das 
Beobachtungsfenster bei jeder IVM in gleicher waagrechter Position, unter fast gänzlichem 
Ausschluss der tierischen Atemexkursionen und ohne ein Verrutschen, zu mikroskopieren. 
Die so auf der Plexiglasunterlage fixierte Maus wurde auf den Objektträgertisch des 




Die IVM erfolgte mit einem modifizierten Zeiss Axio-Tech Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, 
Deutschland). Als Lichtquelle fungierte eine 100W HBO Quecksilberdampflampe (HBO 
100W; Osram Augsburg, Deutschland), die an ein FluoArc-Steuersystem (Carl Zeiss, Jena, 
Deutschland) zur Regulation der Helligkeit der Auflichtbeleuchtung angeschlossen war. 
Durch den im Mikroskops vorhandenen Blaulicht-Filter (450-490nm Exzitations- und >520 
nm Emissionswellenlänge) konnten die GFP-transfizierten Tumorzellen gut sichtbar gemacht 
werden. 
Zusätzlich war das Mikroskop mit einer hochempfindlichen Charge-Couple-Device-Kamera 
(FK 6990, COHU, Prospective Messurements Inc., San Diego, CA, USA), einem TV-Gerät 
und einem DVD-Recorder (Samsung DVD-HR775; Seoul, Südkorea) verbunden. So konnten 
der Tumor und sämtliche Neoangiogeneseparameter auf DVD aufgezeichnet und zu einem 
späteren Zeitpunkt offline an einem Computer mit einem speziell dafür entwickeltem 
Programm (CapImage, Zeintl Software, Heidelberg, Deutschland) wieder abgespielt und 
ausgewertet werden. 
Entsprechend der unten aufgeführten Abbildung (Abb. 2) wurden die vorher definierten 
Regions of Interest (ROI) zu jedem Untersuchungszeitpunkt mikroskopiert. Zunächst wurde 
eine Übersichtsaufnahme in 4-facher Vergrößerung (Objektiv: UPlanFI, Olympus, Japan, n. 
A. 0,13) zur Bestimmung der Tumorgröße aufgenommen. Dann folgten 8 weitere Aufnahmen 
des Tumors in 20-facher Vergrößerung mit einem Wasserimmersionsobjektiv (Achroplan, 
Carl Zeiss, Jena, Deutschland, n. A. 0,5). Es wurden jeweils vier Aufnahmen des 
Tumorrandes (kranial: A, kaudal: B, rechts lateral: C, links lateral: D) und weitere vier 
Aufnahmen des Tumorzentrums (E-H) zur Dokumentation der Tumorneoangiogenese 




                                          
Abb. 2:  Schematische Darstellung der  Abfolge der Intravitalmikroskopie in 20facher Vergrößerung, 
                 A-H = regions of interest = ROI 
 
 
4.9. Applikation des Therapeutikums 
Alle Tiere, die einer TEM-Gruppe zugeordnet waren, erhielten ab Tag 0 (Versuchsteil A) 
bzw. ab Tag 5 (Versuchsteil B) täglich bis zum Versuchsende (Tag 14) per intraperitonealer 
Injektion ein Gemisch bestehend aus 1,5 µl Temsirolimus (Torisel®, Pfizer Pharma GmbH, 
Deutschland) und 2,25 µl eines Verdünnungsmittels, das wiederum verdünnt auf 0,2 ml 
NaCl, appliziert wurde. 
Den übrigen Tieren wurde anstelle des Therapeutikums 0,2 ml Phosphat buffered saline 




An Tag 14 wurden die Versuche nach durchgeführter IVM beendet. Unter wirkender Narkose 
wurde den Tieren manuell eine HWS-Fraktur zugefügt, die schnell zum Exitus führte. Im 
Anschluss wurde die Leber entnommen und mit einer Analysewaage (Analytical Plus, 
OHAUS GmbH Gießen, Deutschland) gewogen. Es wurde das Gesamtgewicht sowie das 
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Gewicht des linken Leberlappens ermittelt. Dann wurde die Leber zunächst in Stickstoff 
schockgefroren und anschließend bei -80〫C gelagert. Im nächsten Schritt erfolgte die 
Entfernung des vorderen Rahmens der Rückenhautkammer inclusive Spannring und 
Deckglas um direkten Zugriff zum Tumor zu haben. Der Tumor wurde mit einem Skalpell aus 
der Rückenhaut mit genügend Abstand exzidiert, auf einer dünnen Korkplatte aufgespannt 
und anschließend halbiert. Eine Hälfte wurde in Tissue Freezing Medium (Jung, Leica 
Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) eingebettet, zuerst schockgefroren 
und anschließend bei -80〫C aufbewahrt. Die zweite Hälfte wurde in 4%igem Formalin (Roti-
Histofix 4%®, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) für 48 Stunden in sog. 





Für die Experimente wurden die Tiere in folgende Gruppen randomisiert:
 




Versuchsteil Gruppe Zahl der Versuchs-Pfortaderastligatur (PBL) Laparatomie          (LAP) Tiere          (n)d0 d0 d0 d5 d0 d5A  A-CON X X 8A A-TEM X X 8A A-PBL X X 8A  A-PBL/TEM X X 8B B-CON X X 6B B-TEM X X 7B B-PBL X X 5B B-PBL/TEM X X 8
Operation TherapieTemsirolimus     (TEM) Phosphat bufferd saline (PBS)
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Der Ablauf der Versuche stellte sich folgendermaßen dar: 
Allen Tieren wurde an Tag -2 eine Rückenhautkammer implantiert. Im Anschluss folgte in 
allen Gruppen an Tag -1 in eine Erholungsphase. An Tag 0 wurden alle Tiere operiert. Die 
Tiere der Gruppen A-CON, A-TEM, B-CON und B-TEM erhielten eine Laparatomie (LAP) 
und fungierten bzgl. der Operation als Kontrolle. Die Tiere der Gruppen A-PBL, A-PBL/TEM, 
B-PBL und B-PBL/TEM wurden am Pfortaderast ligiert (PBL). An Tag 0 erfolgte zudem in 
allen Gruppen die Implantation der Tumorzellen in die Rückenhautkammern. An den Tagen 
0, 5, 8,11 und 14 wurde der jeweilige Entwicklungsstand der implantierten Tumorzellen per 
Intravitalmikroskopie dokumentiert. Alle Experimente wurden an Tag 14 beendet. Die 
zeitlichen Abläufe der einzelnen Gruppen sind in den Abbildungen 4 – 11 dargestellt.  
 
 
Im Versuchsteil A wurden alle Tiere ab Tag 0 therapiert. Die in die Rückenhautkammer 
implantierten Tumorzellen dieses Versuchsteils stehen für extrahepatische kolorektale DTC 
bzw. für noch nicht etablierte extrahepatische kolorektale Mikrometastasen. 
 
Gruppe A-CON:  
 
Abb. 4: Gruppe A-CON: Laparatomie (LAP) an Tag 0, Therapie mit Phosphat-buffered-saline (PBS) ab Tag 0. 





Abb. 5: Gruppe A-TEM: Laparatomie (LAP) an Tag 0, Therapie mit Temsirolimus ab Tag 0. 
             RHK = Rückenhautkammer, TU Imp = Tumorimplantation, IVM = Intravitalmikroskopie. 
 
 
Gruppe A-PBL:  
 
Abb. 6: Gruppe A-PBL: Pfortaderastligatur (PBL) an Tag 0, Therapie mit Phosphat-buffered-saline (PBS) ab Tag  
             0. 











Abb. 7: Gruppe A-PBL/TEM: Pfortaderastligatur (PBL) an Tag 0, Therapie mit Temsirolimus ab Tag 0. 
             RHK = Rückenhautkammer, TU Imp = Tumorimplantation, IVM = Intravitalmikroskopie. 
 
 
Im Versuchsteil B wurden alle Tiere ab Tag 5 therapiert. Die in die Rückenhautkammer im-
plantierten Tumorzellen dieses Versuchsteils stehen für bereits etablierte, also schon „an-
gewachsene“, extraheptische kolorektale Metastasen. 
 
Gruppe B-CON:  
 
Abb. 8: Gruppe B-CON: Laparatomie (LAP) an Tag 0, Therapie mit Phosphat-buffered-saline (PBS) ab Tag 5. 







Abb. 9: Gruppe B-TEM: Laparatomie (LAP) an Tag 0, Therapie mit Temsirolimus ab Tag 5. 
             RHK = Rückenhautkammer, TU Imp = Tumorimplantation, IVM = Intravitalmikroskopie. 
 
Gruppe B-PBL:  
 
Abb. 10: Gruppe B-PBL: Pfortaderastligatur (PBL) an Tag 0, Therapie mit Phophat-buffered-saline (PBS) ab Tag  
               5. 









Gruppe B-PBL/TEM:  
 
Abb. 11: Gruppe B-PBL/TEM: Pfortaderastligatur (PBL) an Tag 0, Therapie mit Temsirolimus ab Tag 5. 
               RHK = Rückenhautkammer, TU Imp = Tumorimplantation, IVM = Intravitalmikroskopie. 
 
 
4.12. Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen 
Die Auswertung der während der IVM auf DVD aufgezeichneten Aufnahmen erfolgte offline 
am Computer mit einem speziell entwickelten Programm (CAPIMAGE, Zeintl Software En-
gineering, Heidelberg, Deutschland). Hierfür war der Computer mit einem DVD-Recorder 




Die Bestimmung des Parameters Tumorwachstum erfolgte über die Messung der Größen-
zunahme der Tumorfläche pro IVM-Aufnahme. Hierfür wurde in den Aufnahmen der 4-fachen 
Vergrößerung durch Umfahren des Tumorrands die Tumorfläche in mm2  berechnet. Es 






Die Erfassung der Kapillardichte des Tumors erfolgte anhand der Aufnahmen in 20-facher 
Vergrößerung. Es wurden vier Felder des Tumorrandes (A-D) und vier Felder des 
Tumorzentrums (E-H) ausgewertet (siehe Abbildung 2 unter 4.8.). 
In der Programmeinstellung „Dens LA“ wurden alle im Tumor neu gebildeten Gefäße mit 
dem Cursor nachgefahren. Daraus wurde die Gesamtlänge der perfundierten 




Der Parameter Kapillardurchmesser wurde in den Aufzeichnungen der 20-fachen 
Vergrößerung ausgewertet. Es wurden wiederum die Felder A-D des Tumorrandes sowie die 
Felder E-H im Tumorzentrum begutachtet.  
In der Einstellung „DiaMa“ wurde von jeweils 5 für diesen Tumorausschnitt repräsentativen 
Kapillaren der Querschnitt in µm gemessen. Anschließend wurde der Mittelwert dieser 




Der im Kapitel 5.2.3. und 5.3.3. relevante Neoangiogenese-Score ist ein Bewertungssystem, 
bei dem für die Gefäßneubildung in den einzelnen Beobachtungsfeldern Punkte zwischen 0 
und 8 vergeben werden. 0 Punkte bedeutet in keinem der 8 Beobachtungsfelder sind neu 
gebildete Gefäße nachweisbar. Bei 8 Punkten liegt in allen Beobachtungsfeldern 
Neoangiogenese vor.  
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4.13. Histologie und Immunhistochemie 
4.13.1. Erstellung der Schnitte 
Die nach Versuchsende in 4%iges Formalin eingelegten Hälften des entnommenen Tumors 
wurden nach 48 Stunden der Formalinlösung (Roti-Histofix 4%®, Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe, Deutschland) entnommen und zunächst für zwei Stunden mit Leitungswasser 
gespült. Dann folgte eine Entwässerung der Proben in aufsteigenden Alkoholreihen (Carl 
Roth GmbH & Co. KG). Im Anschluss wurden die Proben drei Mal für 30 min in Xylol (Carl 
Roth GmbH & Co. KG) gebadet. Dann schloss sich die Einbettung in Paraffin (Granopent® 
„P“, Paraffin in Plättchen, Carl Roth GmbH & Co. KG) an. Dafür wurden die Proben für ca. 20 
min bei -4〫C in Sakura Tissue-Tek® (Sakura Finetek USA Inc., Torrance, USA) 
heruntergekühlt. Dann konnten mit einem Mikrotom (Leica SM2000R, Leica Mikrosysteme 
Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) 5µm dünne Schnitte angefertigt und auf Objektträgern 
(Objektträger, ca. 76x26mm, geputzt/gebrauchsfertig, Menzel GmbH & Co. KG, 
Braunschweig, Deutschland) befestigt werden. 
 
4.13.1.1. HE-Färbung 
Die Färbung der Schnitte erfolgte im Standardverfahren nach Mayer mit Hämatoxilin und 
Eosin. Vor Beginn des Vorgangs wurden die Schnitte entparafiniert. 
 
4.13.1.2. PCNA 
Zum Nachweis von Proliferation wurden ausgewählte Schnitte mit dem Proliferating Cell Nu-
clear Antigen (PCNA) immunhistochemisch in der indirekten Immunoperoxidasetechnik an-
gefärbt. Nach der Entparafinierung wurden die Schnitte zunächst mit 3%igem H2O2 und 
2%igem Ziegennormalserum inkubiert um endogene Peroxidasen und unspezifische 
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Bindungsstellen zu blockieren. Ein monoklonaler Maus-anti-pan-PCNA-Antikörper (PC10; 
1:50; DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) wurde als primärer Antikörper benutzt. Als 
sekundärer Antikörper fungierte der Streptavidin-Biotin-Komplex-Peroxidase ein biotinge-
koppelter Ziegen-anti-Maus-IgG-Antikörper (1:200, LSAB 2 System HRP, Dako Deutschland 
GmbH). 3,3' Diaminobenzidin (Dako Deutschland GmbH) wurde als Chromogen verwendet. 
Die Schnitte wurden mit Hemalaun nach Mayer gegengefärbt. 
 
4.13.1.3. Caspase-3 
Gespaltene Caspase-3 dient als Marker für Apoptose. Auch in diesem Färbeverfahren wurde 
die indirekte Immunoperoxidasetechnik angewendet. Es erfolgte wiederum die Blockierung 
von endogenen Peroxidasen und unspezifischen Bindungsstellen durch die Inkubation mit 
3%igem H2O2 und 2%igem Ziegennormalserum. Hier wurde ein polyklonaler Kaninchen-anti-
Maus-cleaved-Caspase-3-Antikörper (Asp175; 1:50; Cell Signaling Technology, Frankfurt, 
Deutschland) als Primärantikörper eingesetzt. Der cleaved Caspase-3-Antikörper weist 
endogene Bruchstücke nach, jedoch nur kurze Fragmente (17/19 kDa) von aktivierter 
Caspase-3, nicht das intakte Molekül. Ein biotinylierter Ziegen-anti-Maus-Immunglobulin-
Antikörper (1:200, LSAB 2 System HPR, DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) wurde 
als sekundärer Antikörper für die Peroxidasereaktion verwendet. 3,3´-Diaminobenzidin 
(DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) diente als Chromogen. Es erfolgte eine 
Gegenfärbung mit Hämalaun nach Mayer. 
Zur Negativkontrolle wurden weitere Schnitte beider Färbungen mit einem entsprechenden 
isotypenspezifischen Kontroll-Antikörper (Sigma Aldrich Chemie GmbH) anstelle des 
primären Antikörpers, gemäß des beschriebenen Protokolls behandelt, um die Spezifität der 
Antikörper-Bindung nachzuweisen. Sämtliche Kontrollen waren negativ. 
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4.13.2. Auswertung der Schnitte 
Die Auswertung der Schnitte erfolgte semiquantitativ durch Auflichttechnik an einem 
Olympus BX 60-Lichtmikroskop (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland), an 




Die Infiltration des Tumors in die Muskelschicht wurde anhand der HE-gefärbten Schnitte 
ausgewertet. Es wurden die Abschnitte der durch die Tumorzellen infiltrierten 
Muskularisschicht im Verhältnis zur Gesamttumorausdehnung in Prozent ausgewertet.  
 
4.13.2.2. Proliferationsrate 
Es wurden jeweils 10 High Power Fields (HPF) pro Schnitt ausgewertet. Dabei wurden die 
PCNA-positiven Zellen in Relation zur Gesamtzellzahl pro HPF gesetzt. 
 
4.13.2.3. Apoptoserate 
Es wurden jeweils 10 HPF pro Schnitt ausgewertet. Dabei wurden die Caspase-3-positiven 




Alle statistischen Berechnungen, sowie die Erstellung der Graphen wurden mit den 
Computerprogrammen Sigma Plot 11.0 (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) und 
Sigma Stat for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) vorgenommen. Die Daten wurden als 
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Mittelwert ± SEM angegeben. Die Gruppen wurden auf Normalverteilung und Homogenität 
der Varianz verglichen. Zuerst wurde eine one-way Varianzanalyse (ANOVA) und dann ein 
passender post-hoc–Test durchgeführt. Die statistische Signifikanz wurde auf p < 0,05 
festgesetzt. 
Die TEM-Gruppe wurde nicht mit der PBL-Gruppe verglichen und die CON-Gruppe wurde 




















Im Allgemeinen zeigten sich die Mäuse von der Rückenhautkammerpräparation, der 
Laparatomie, der Pfortaderastligatur und der Tumorzellimplantation nicht beeinträchtigt. Die 
Tiere erholten sich nach der Operation gut und tolerierten die mehrfachen 
Intravitalmikroskopien während der 14 Tage dauernden Versuche problemlos. 
 
 
5.1. Anzahl, Gewicht und Überleben der Versuchstiere 
Insgesamt gingen 58 Tiere in die Auswertungen ein. Das durchschnittliche Gewicht der Tiere  
betrug an Tag -2 20 g - 22 g. Das Nasslebergewicht lag zwischen 0,7 und 1,2 g. Bezüglich 
des Nasslebergewichts ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 
einzelnen Gruppen. 
Während der Versuchsdurchführung verstarben 4 Tiere aufgrund von Operationskompli-




5.2. Wirkung von Temsirolimus auf das Anwachsen von extrahepatischen kolorektalen 
disseminierten Tumorzellen und Mikrometastasen während Pfortaderastligatur (Versuchsteil 
A) 
5.2.1. Tumorwachstum 
In der sham-operierten Kontrollgruppe (A-CON) zeigte sich während des gesamten 
Beobachtungszeitraums von 14 Tagen eine kontinuierliche Zunahme der Tumorfläche. 
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Durch die tägliche Gabe von Temsirolimus (A-TEM) kam es zu einer signifikanten Reduktion 
der Tumorfläche an Tag 14 (Abbildung 13 A). 
Die Durchführung der Pfortaderastligatur (A-PBL) beeinflusste das Verhalten des 
Tumorwachstums verglichen mit der sham-operierten Kontrollgruppe (A-CON) nicht.  
Durch die tägliche Gabe von Temsirolimus (A-PBL/TEM) zeigte sich eine signifikante 
Abnahme der Tumorfläche ab Tag 11 nach PBL im Vergleich mit der PBL-Kontrollgruppe (A-




Abb. 12: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Tumorfläche jeweils an d 0 und d 14 in 4facher Vergrößerung.  
               Die Abbildungen an d 14 sind aufgrund der Größe der Tumoren zum Teil aus mehreren Einzelaufnah- 
               men zusammengefügt. 




Abb.13: Darstellung der Flächenzunahme der Mikrometastasen in mm2 von Tag 0-14. 
              A: Laparatomierte Gruppen: A-CON (weiße Kreise) vs. A-TEM (weiße Quadrate). 
              B: PBL-Gruppen: A-PBL (schwarze Kreise) vs. A-PBL/TEM (schwarze Quadrate). 




5.2.2.1. Angiogenese - Tumorrand 
In der laparatomierten Kontrollgruppe (A-CON) und in der Pfortaderastligatur-Kontroll-
Gruppe (A-PBL) konnten im Randbereich des Tumors jeweils ab Tag 5 neu gebildete 
Gefäße nachgewiesen werden. Bis Tag 14 nahm die Neoangiogenese in beiden Gruppen 
stetig zu (Abbildung 15).  
Durch die Therapie mit Temsirolimus konnte die Gefäßneubildung in beiden Gruppen (A-
TEM und A-PBL/TEM) ab Tag 11 signifikant verringert werden (Abbildung 15).  







Abb. 14: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Gefäßdichte im Tumorrand jeweils an d 14. 




Abb. 15: Dargestellt ist die Gefäßdichte im Tumorrand der Mikrometastasen in cm/cm2 Tag 0 -14. 
               A: Sham-operierte Gruppen: A-CON (weiße Kreise) vs. A-TEM (weiße Quadrate). 
               B: PBL-Gruppen: A-PBL (schwarze Kreise) vs. A-PBL/TEM (schwarze Quadrate). 
               Die Daten sind als Mittelwert ±SEM angegeben. *p<0.05 vs. A-CON, #p<0,05 vs. A-PBL. 
 
 
5.2.2.2. Angiogenese - Tumorzentrum 
Im Zentrum der Tumoren begann sowohl in der sham-operierten Kontrollgruppe (A-CON) als 
auch in der Pfortaderastligatur-Kontrollgruppe (A-PBL) ab Tag 5 die Gefäßneubildung.  




In beiden Gruppen (A-TEM und A-PBL/TEM) zeigte sich eine signifikante Reduktion der 





Abb. 16: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Gefäßdichte im Tumorzentrum jeweils an d 14. 




Abb. 17: Darstellung der Gefäßdichte im Zentrum der Mikrometastasen in cm/cm2 Tag 0 -14. 
               A: Sham-operierte Gruppen: A-CON (weiße Kreise) vs. A-TEM (weiße Quadrate). 
               B: PBL-Gruppen: A-PBL (schwarze Kreise) vs. A-PBL/TEM (schwarze Quadrate). 




In der Laparatomie-Kontrollgruppe (A-CON) sowie in der Pfortaderastligatur-Kontrollgruppe 
(A-PBL) zeigt sich ab Tag 5 bis 14 eine kontinuierliche Zunahme der Gefäßneubildung.  
Durch die Gabe von Temsirolimus konnte die Neoangiognese in beiden Gruppen (A-TEM 
und A-PBL/TEM) signifikant reduziert werden (Abbildung 19). 
                                       
Abb. 18: Gegenüberstellung invitalmikroskopischer Aufnahmen repräsentativer Tumoren an d 14 der Gruppen A- 
               CON (A) und A-PBL/TEM (B). 
               Die Abbildungen an d 14 sind aufgrund der Tumorgröße aus mehreren Einzelaufnahmen zusammen- 
               gefügt. 
 
 
Abb. 19:  Darstellung des Neoangiogenese-Scores  der Mikrometastasen Tag 0-14. 
                A: Sham-operierte Gruppen: A-CON (weiße Kreise) vs. A-TEM (weiße Quadrate). 
                B: PBL-Gruppen: A-PBL (schwarze Kreise) vs. A-PBL/TEM (schwarze Quadrate). 





Die Tumorzellinfiltration in das benachbarte Muskelgewebe lag in der Laparatomie- 
Kontrollgruppe (A-CON) an Tag 14 bei ca. 55%. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied 
im Vergleich zu der mit Temsirolimus behandelten Kontrollgruppe (A-TEM), (Abbildung 21 
A). 
Die Pfortaderastligatur (A-PBL), verglichen mit der Laparatomie (A-CON), beeinflusste die 
Tumorzellinfiltration ins Nachbargewebe nicht signifikant.  
Durch die Gabe von Temsirolimus ab dem Tag der Pfortaderastligatur (A-PBL/TEM) kam es 
zu einer nicht signifikanten Reduktion der Tumorzellinfiltration im Vergleich mit der 
Kontrollgruppe (A-PBL), (Abbildung von 21 B). 
 
 
            
Abb. 20: Schnittbilder der Tumore mit angrenzender Muskularis an d 14, HE-Färbung.  
               A: Gruppe A-PBL: mit sichtbarer Infiltration des Tumors in die angrenzende Muskelschicht (Pfeile). 





                 
           Abb. 21:  Darstellung des prozentualen Anteils der infiltrierten Tumorbasis an Tag 14.  
                           A: Sham-operierte Gruppen: A-CON vs. A-TEM. 
                           B: PBL-Gruppen: A-PBL vs. A-PBL/TEM. 




In der sham-operierten Kontrollgruppe (A-CON) zeigten sich an Tag 14 ca. 50 % PCNA 
positive Zellen.  
Durch die Behandlung mit Temsirolimus waren in der Gruppe A-TEM mit 16,9 ± 5,0% 
weniger PCNA positive Zellen nachweisbar. Dieser Unterschied war statistisch signifikant 
(Abbildung 23 A). 
Bezüglich der Proliferation zeigte sich in der Pfortaderastligatur-Kontrollgruppe (A-PBL) im 
Vergleich zur Laparatomie-Kontrollgruppe (A-CON) kein signifikanter Unterschied.  
Die tägliche Gabe von Temsirolimus während Pfortaderastligatur hatte einen geringen, aber 





            
Abb. 22: Gegenüberstellung der Zellproliferation der Gruppen A-CON (A) und A-TEM (B) an d14 anhand von  
               PCNA gefärbten Schnitten; in A zeigen sich signifikant mehr proliferiende Tumorzellen(braun) als in B. 
 
 
             
Abb. 23:  Anteil  der proliferierenden Zellen der Mikrometastasen in % an Tag 14. 
                A: Sham-operierte Gruppen: A-CON vs. A-TEM. 
                B: PBL-Gruppen: A-PBL vs. A-PBL/TEM. 






Weder die Behandlung mit Temsirolimus noch die Pfortaderastligatur hatten Einfluss auf die 




5.3. Wirkung von Temsirolimus auf etablierte extrahepatische kolorektale Metastasen 
während Pfortaderastligatur (Versuchsteil B) 
5.3.1. Tumorwachstum 
In der sham-operierten Kontrollgruppe (B-CON) zeigte sich über den gesamten 
Versuchszeitraum eine stetige Größenzunahme  der Tumorfläche (Abbildung 25 A).  
Durch die Applikation von Temsirolimus (B-TEM) ergab sich ab Tag 11 eine erkennbare, 
aber nicht signifikante Tumorgrößenreduktion der bereits etablierten Metastasen (Abbildung 
25 A). 
Die Pfortaderastligatur (B-PBL) beeinflusste, verglichen mit der sham-operierten 
Kontrollgruppe (B-CON), das Tumorgrößenwachstum nicht signifikant. 
Die Gabe von Temsirolimus nach Pfortaderastligatur (B-PBL/TEM) konnte die Tumorgröße 
der angewachsenen Metastasen, verglichen mit der Kontrollgruppe (B-PBL), zwischen Tag 
11 und 14 geringfügig aber nicht signifikant reduzieren. (Abbildung 25 B) 
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Abb. 24: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Tumorfläche jeweils an d 0 und d 14 in 4facher Vergrößerung. 
               Die Abbildungen an d 14 sind aufgrund der Tumorgröße zum Teil aus mehreren Einzelaufnahmen 
               zusammengefügt. 
               A, B:  Gruppe B-CON; C, D: Gruppe B-TEM; E,F: Gruppe B-PBL; G, H: Gruppe B-PBL/TEM.  
 
 
           
Abb. 25: Darstellung Flächenzunahme der etablierten Metastasen in mm2 von Tag 0-14. 
               A: Sham-operierte Gruppen: B-CON (weiße Vierecke) vs. B-TEM (schwarze Vierecke). 
               B: PBL-Gruppen: B-PBL (weiße Dreiecke) vs. B-PBL/TEM (schwarze Dreiecke). 






5.3.2.1. Angiogenese - Tumorrand 
In der sham-operierten Kontrollgruppe (B-CON) zeigte sich im Tumorrand der etablierten 
Metastasen ab Tag 5  eine kontinuierlich zunehmende Gefäßneubildung. 
Durch die Therapie mit Temsirolimus (B-TEM) ergab sich  eine signifikante Reduktion der 
Gefäßdichte an Tag 14 (Abbildung 27 A). 
Während der Pfortaderastligatur (B-PBL) war die Gefäßdichte im Tumorrand der bereits 
etablierten Metastasen im Vergleich zur sham-operierten Kontrollgruppe (B-CON) deutlich 
erkennbar, aber nicht signifikant reduziert. 
Die Behandlung der etablierten Metastasen mit Temsirolimus nach Pfortaderastligatur (B-
PBL/TEM) führte zu einer signifikanten Verminderung der Gefäßdichte im Tumorrand an Tag 




Abb. 26: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Gefäßdichte im Tumorrand jeweils an d 14. 





        
Abb. 27: Darstellung der Gefäßdichte im Tumorrand der etablierten Metastasen  in cm/cm2 Tag 0 -14. 
               A: Sham-operierte Gruppen: B-CON (weiße Vierecke) vs. B-TEM (schwarze Vierecke). 
               B: PBL-Gruppen: B-PBL (weiße Dreiecke) vs. B-PBL/TEM (schwarze Dreiecke). 
               Die Daten sind als Mittelwert ±SEM angegeben. *p<0.05 vs. B-CON, #p<0,05 vs. B-PBL 
 
 
5.3.2.2. Angiogenese - Tumorzentrum 
Im Tumorzentrum der sham-operierten Kontrollgruppe (B-CON) nahm die Gefäßneubildung 
von Tag 5 bis 14 stetig zu. 
Die Applikation von Temsirolimus (B-TEM) führte zu einer sichtbaren, aber nicht signifikanten 
Abnahme der Gefäßdichte im Zentrum der etablierten Metastasen (Abbildung 29 A). 
Die Pfortaderastligatur (B-PBL) hatte verglichen mit der sham-operierten Kontrollgruppe (B-
CON) keinen signifikanten Einfluss auf die Neoangiogenese. 
Durch die Gabe von Temsirolimus während Pfortaderastligatur (B-PBL/TEM) kam es an Tag 





Abb. 28: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Gefäßdichte im Tumorzentrum jeweils an d 14. 
               A: Gruppe B-CON, B: Gruppe B-TEM, C: Gruppe B-PBL, D: B-PBL/TEM. 
 
 
Abb. 29:   Darstellung der Gefäßdichte im Tumorzentrum der etablierten Metastasen in cm/cm2 Tag 0 -14. 
                 A: Sham-operierte Gruppen: B-CON (weiße Vierecke) vs. B-TEM (schwarze Vierecke). 
                 B: PBL-Gruppen: B-PBL (weiße Dreiecke) vs. B-PBL/TEM (schwarze Dreiecke). 




In der sham-operierten Kontrollgruppe der bereits etablierten Metastasen (B-CON) zeigte 
sich ein kontinuierlich ansteigender Neoangiogenese-Score. 
Durch die Behandlung mit Temsirolimus (B-TEM) kam es ab Tag 8 zu einem Stagnieren des 
Wertes. Dies blieb jedoch ohne Signifikanz (Abbildung 31 A).  
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Die Pfortaderastligatur (B-PBL) führte zu einer nicht signifikanten Reduktion des 
Neoangiogenese-Scores verglichen mit der sham-operierten Kontrollgruppe (B-CON). 
Die Gabe von Temsirolimus während Pfortaderastligatur (B-PBL/TEM) verringerte den 
Neoangiogenese-Score im Vergleich PBL-Kontrollgruppe (B-PBL) nicht signifikant 
(Abbildung 31 B). 
 
            
Abb. 30:  Gegenüberstellung invitalmikroskopischer Aufnahmen repräsentativer Tumoren an d 14 der Gruppen  
                B-CON (A) und B-PBL/TEM (B). 
                Die Abbildungen an d 14 sind aufgrund der Tumorgröße aus mehreren Einzelaufnahmen zusammen- 
                gefügt. 
 
           
Abb. 31:  Darstellung des Neoangiogenese-Scores  der Mikrometastasen Tag 0-14. 
             A: Sham-operierte Gruppen: B-CON (weiße Quadrate) vs. B-TEM (schwarze Quadrate). 
                B: PBL-Gruppen: B-PBL (weiße Dreiecke) vs. B-PBL/TEM (schwarze Dreiecke). 




In der sham-operierten Kontrollgruppe der etablierten Metastasen (B-CON) ergab sich an 
Tag 14 eine Tumorinfiltration in das benachbarte Muskelgewebe von ca. 65%.  
Durch die tägliche Gabe von Temsirolimus (B-TEM) kam es zu keiner signifikanten 
Reduktion der Infiltration ins Nachbargewebe (Abbildung 33 A). 
Die Pfortaderastligatur (B-PBL) beeinflusste das Infiltrationsverhalten der etablierten 
Metastasen verglichen mit der sham-operierten Kontrollgruppe (B-CON) nicht signifikant. 
Durch die Applikation von Temsirolimus während Pfortaderastligatur (B-PBL/TEM) konnte im 
Vergleich mit der PBL-Kontrollgruppe (B-PBL) die Tumorinfiltration ins benachbarte Gewebe 




Abb. 32: Schnittbilder der Tumore mit angrenzender Muskularis an d 14, HE-Färbung. 
               A: Gruppe B-PBL: mit sichtbarer Infiltration des Tumors in die angrenzende Muskelschicht. 





           
Abb. 33: Infiltration der etablierten Metastasen in % in das benachbarte Muskelgewebe an Tag 14.  
               A: Sham-operierte Gruppen: B-CON vs. B-TEM. 
               B: PBL-Gruppen: B-PBL vs. B-PBL/TEM. 




In der sham-operierten Kontrollgruppe (B-CON) zeigten sich an Tag 14 ca. 30 % PCNA 
positive Zellen.  
Die Therapie mit Temsirolimus (B-TEM) hatte keinen Einfluss auf die Proliferation der 
etablierten Metastasen (Abbildung 34 A). 
Durch die Pfortaderastligatur (B-PBL) kam es im Vergleich mit der sham-operierten 
Kontrollgruppe (B-CON) zu keinem signifikanten Anstieg bezüglich der Zellproliferation. 
Die Temsirolimus-Gabe während Pfortaderastligatur (B-PBL/TEM) führte verglichen mit der 
Kontrollgruppe zu keiner signifikanten Reduktion der PCNA-positiven Zellen innerhalb der 




            
Abb. 34: Proliferierende Zellen der etablierten Metastasen in % an Tag 14. 
               A: Sham-operierte Gruppen: B-CON vs. B-TEM. 
               B: PBL-Gruppen: B-PBL vs. B-PBL/TEM. 




Weder die Behandlung mit Temsirolimus noch die Pfortaderastligatur hatten Einfluss auf die 












6.1. Diskussion der Methoden 
6.1.1. Rückenhautkammer 
Das Modell der Rückenhautkammer ist ein gut etabliertes und weit verbreitetes Verfahren 
zur Beobachtung von Mikrozirkulation, Angiogenese und Tumorwachstum in vivo. Per 
Intravitalmikroskopie kann über einen Zeitraum von bis zu vier Wochen die Mikrozirkulation 
und das Anwachsen von implantierten (Tumor-)Zellen unter physiologischen Bedingungen 
wiederholt untersucht werden. Zur Erlangung dieser physiologischen Bedingungen wird in 
einem natürlich vorkommenden Gewebe, wie der Rückenhaut von Maus, Hamster oder 
Ratte, eine transparente Kammer eingesetzt und (Tumor-)Zellen implantiert [100]. Weder 
durch die Kammerimplantation noch durch das implantierte Gewebe kommt es zu einer 
Beeinträchtigung des Gefäßsystems der Rückenhaut. Wird eine Erholungsphase von 2-3 
Tagen nach der Kammerpräparation eingehalten, kann das verursachte Gewebetrauma in 
den folgenden Untersuchungen vernachlässigt werden. Die Rückenhautkammer besteht aus 
einem Titanrahmen, der die Belastung der Tiere aufgrund des geringen Gewichts, der guten 
Stabilität und der Biokompatibilität gering hält [89].  
Ein Nachteil der Rückenhautkammer ist das relativ kleine Beobachtungsfeld (Durchmesser 
11mm), so dass die Zahl der zu implantierenden Zellen eingeschränkt ist. Deshalb wurden in 
den hier dargestellten Versuchen nicht mehr als 2µl (= 1x10) Tumorzellen implantiert.  
Ein spezifischer Nachteil der Rückenhautkammer der Maus ist die komplexere Präparation 
der Gewebeschichten im Vergleich zum Hamster [100]. In dieser Studie wurde sich aufgrund 
der guten genetischen Charakterisierung der Maus trotzdem für diese Spezies entschieden. 




Zudem muss erwähnt werden, dass die Implantation von Tumorzellen in die Rückenhaut der 
Maus nicht dem Mechanismus der Absiedlung von extrahepatischen Metastasen im 
menschlichen Körper entspricht. Nichts desto trotz ist das Modell der Rückenhautkammer 
sehr gut für das Studium der Tumorangiogenese und des Metastasenwachstums 
verwendbar und wurde dafür schon in diversen Studien eingesetzt [50, 81, 83, 88, 123, 136]. 
 
 
6.1.2. Pfortaderastligatur  
Die Pfortaderastligatur (PBL) ist ein seit über 20 Jahren im klinischen Alltag gebräuchliches 
präoperatives Verfahren [46], das bei Patienten mit initial inoperablen kolorektalen 
Lebermetastasen zur Anwendung kommt. Durch die PBL wird in dem zukünftigem 
Restlebergewebe eine Parenchymhypertrophie von durchschnittlich 12 % herbeigeführt [7, 
116] und so die anschließende ausgedehnte Leberresektion überhaupt erst möglich [16, 75, 
96]. Analog zur allgemeinen chirurgischen Methodik wurde in der vorliegenden Arbeit die 
PBL an der Maus durchgeführt, um so die klinische Praxis zu simulieren. 
Bewusst ist auf die Implantation von kolorektalen Tumorzellen in den links lateralen 
Leberlappen vor PBL zur Simulation von intrahepatischen kolorektalen Metastasen verzichtet 
worden. Im Fokus dieser Studie standen extrahepatische Proliferationsvorgänge von 
disseminierten Tumorzellen/Mikrometastasen und bereits etablierten Metastasen. Das 
Verhalten von intrahepatischen Metastasen während PBL wurde bereits mehrfach in 
vorangegangen Studien untersucht [18, 37, 77, 79] und war für die Fragestellung der 





6.2. Diskussion der Ergebnisse 
6.2.1. Einfluss der Pfortaderastligatur auf das Anwachsen von extrahepatischen kolorektalen 
disseminierten Tumorzellen und Mikrometastasen (Versuchsteil A) 
Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Verfahren der PBL 
keinen proliferationsfördernden Einfluss auf extrahepatische kolorektale disseminierte 
Tumorzellen und Mikrometastasen (DTC und MM) zu haben scheint.  
Dies ergab sich in der Gegenüberstellung der Ergebnisse der sham-operierten 
Kontrollgruppe (A-CON) mit der PBL-Kontrollgruppe (A-PBL). Hier zeichnete sich in allen 
erhobenen Parametern derselbe Trend ab: in beiden Gruppen wurde kein signifikanter 
Unterschied bzgl. Tumorgröße, Gefäßdichte in Tumorrand und –zentrum, 
Muskelinfiltrationstiefe, Proliferationsrate und Nasslebergewicht an Tag 14 nachgewiesen 
[137]. 
Somit hat das Verfahren der PBL möglicherweise deutlich weniger Einfluss auf das 
Proliferationsverhalten und die Wachstumsrate von extrahepatischen DTC und MM im 
Vergleich zu der bereits mehrfach nachgewiesenen Wirkung auf intrahepatische kolorektale 
DTC und (Mikro-)Metastasen [79, 124].  
Die PBL triggert anhand der hervorgerufenen Atrophie im ligierten Leberlappen die 
Expression von Wachstumsfaktoren (z.B. HGF, VEGF) und führt zur Zellproliferation im 
zukünftigen Restlebergewebe [79]. Dadurch kommt es zur Steigerung der Wachstumsrate 
von kolorektalen DTC, MM und bereits etablierten kolorektalen Lebermetastasen (KRLM) 
innerhalb des gesamten Leberparenchyms und konsekutiv zur Entstehung von neuen und 
zur Größenzunahme von bereits etablierten KRLM [8, 18, 37, 77, 105, 147]. 
Ursächlich für die unbeeinflusste Proliferationsrate der extrahepatischen kolorektalen DTC 
und MM während PBL könnte der Umstand sein, dass es nur lokal innerhalb des 
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Leberparenchyms, aber nicht systemisch zu einer vermehrten Ausschüttung von 
Wachstumsfaktoren während der PBL kommt. Möglicherweise ist der Trigger zur 
Ausschüttung der Wachstumsfaktoren durch die PBL insgesamt viel geringer als z.B. bei 
einer ausgedehnten Hepatektomie. Somit könnte die systemisch zu gering wirksame Menge 
an Wachstumsfaktoren dafür verantwortlich sein, dass die proliferationsfördernde Wirkung 
extrahepatisch ausbleibt. 
Eine weitere Ursache für die extrahepatisch nicht gesteigerte Proliferationsrate der DTC und 
MM während PBL könnte im Studiendesign der hier vorliegenden Arbeit liegen. Kollmar et al. 
konnten in experimentellen Studien in Bezug auf intrahepatisches kolorektales 
Tumorwachstum zeigen, dass dieses erst zwischen Tag 14 und 21 nach PBL stark 
beschleunigt war [79]. Möglicherweise ist das durch Kollmar at al. aufgezeigte verspätet 
beschleunigte Tumorwachstum nach PBL ursächlich für die an Tag 14 noch nicht sichtbar 
erhöhte Proliferationsrate der extrahepatischen kolorektalen DTC und MM. Diese Frage 
müsste letztlich durch Folgestudien, die über ein längeres Zeitintervall von mindestens 21 
Tagen angelegt sind, geklärt werden. Hierfür müsste jedoch ein anderes Studienmodell 






6.2.2. Wirkung von Temsirolimus während Pfortaderastligatur auf das Anwachsen von 
extrahepatischen kolorektalen disseminierten Tumorzellen und Mikrometastasen 
(Versuchsteil A) 
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dass die intrahepatisch wachstumsfördernde 
Wirkung der PBL sehr wahrschlich keinen Einfluss auf den für die Tumortherapie 
entscheidenden antiproliferativen und antiangiogenen Effekt von Temsirolimus hat.  
Durch die systemische Applikation von Temsirolimus während der PBL konnte in der 
vorliegenden Dissertation das Anwachsen von extrahepatischen kolorektalen DTC und MM 
signifikant verringert werden. Zudem zeigte sich eine signifikante Reduktion der Tumorneo-
angiogenese [137]. 
Wie bereits erwähnt, kommt es während der PBL aufgrund der Atrophie des ligierten 
Leberlappens und der daraus resultierenden Ausschüttung von Wachstumsfaktoren zu 
neuem Tumorwachstum innerhalb des nicht-ligierten Leberlappens und zur Größenzunahme 
von bestehenden Metastasen im ligierten Leberlappen [8, 18, 37, 70, 77, 105, 147].  
Des Weiteren wurde in vorangegangenen Arbeiten mehrfach bewiesen, dass durch 
Temsirolimus die VEGF-Expression und somit Angiogenese und Zellproliferation reduziert 
wird [44, 51, 65, 66]. VEGF hat einen entscheidenden Einfluss auf die Angiogenese und wird 
vermehrt in kolorektalen Metastasen exprimiert [160]. 
Zudem ist bekannt, dass Temsirolimus das Tumorwachstum von kolorektalen 
Lebermetastasen während der Regeneration nach Hepatektomie unterdrücken kann [111, 
144, 145, 168].  
Im Hinblick auf o. g. Erkenntnisse bzgl. PBL und Temsirolimus können die Ergebnisse dieser 
Arbeit dahingehend interpretiert werden,  dass die Gabe von Temsirolimus während PBL in 
66 
 
der klinischen Praxis eine potente Option gegen die Entwicklung extrahepatischer 
kolorektaler Metastasen sein könnte. 
 
 
6.2.3. Einfluss der Pfortaderastligatur auf etablierte extrahepatische kolorektale Metastasen 
(Versuchsteil B) 
Die erhobenen Daten der vorliegenden Dissertation zeigen, dass die PBL während des 
gesamten Beobachtungszeitraumes von 14 Tagen keine proliferationsfördernde und 
neoangiogene Wirkung auf bereits bestehende extrahepatische kolorektale Metastasen zu 
haben scheint.  
Es zeigte sich während der PBL eine geringere Gefäßdichte im Tumorzentrum und –rand, 
sowie ein niedrigerer Neoangiogenese-Score im Vergleich mit der Laparatomie- 
Kontrollgruppe. Zudem ergab sich weniger Tumorflächenzunahme und  Muskelinfiltration.  
Dies deckt sich mit den neusten Erkenntnissen von Giglio at al. [46]. Die Arbeitsgruppe 
analysierte 6 Studien, die innerhalb der letzten 10 Jahre erhoben wurden, und kam zu dem 
Ergebnis, dass die Pfortaderembolisation (PVE) vor ausgedehnter Leberresektion bei 
Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen keinen negativen Effekt auf das onkologische 
Outcome zu haben scheint. Hinsichtlich des 3- und 5-Jahres-Langzeitüberlebens fanden 
Giglio et al. keinen signifikanten Unterschied in den PVE- und Non-PVE-Gruppen [3, 12, 16, 
106, 109, 110, 139, 149, 166]. Die meisten der analysierten Studien bezogen sich auf nicht-
Leber-spezifische kolorektale Rezidive [77, 112, 162].  
Ardito et al. [12] verglich das intrahepatische rezidivfreie Überleben von Patienten mit und 
ohne PVE. Hier zeigte sich ein deutlich früheres Auftreten von intrahepatischen Metastasen 
bei Patienten mit PVE. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Kollmar et al. [79], die im 
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Tiermodel ein beschleunigtes Wachstum intrahepatischer kolorektaler Metastasen zwischen 
Tag 14 und 21 nach PBL feststellten. Durch die konsekutive Zunahme des arteriellen 
Blutflusses innerhalb des ligierten Leberlappens und daraus resultierender massiver 
Ausschüttung von Wachstumsfaktoren, kam es zu einem initial verzögertem und 
anschließend beschleunigtem Wachstum von intrahepatischen kolorektalen Metastasen.  
So scheint anhand der Ergebnisse dieser Arbeit die PBL eher Einfluss auf das 
intrahepatische Metastasenwachstum zu haben und die Proliferation und Neoangiogenese 
von extrahepatischen kolorektalen Metastasen weniger zu beeinflussen. 
 
  
6.2.4. Wirkung von Temsirolimus während Pfortaderastligatur auf extrahepatische 
kolorektale Metastasen (Versuchsteil B) 
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lässt sich schließen, dass durch die Behandlung mit 
Temsirolimus während PBL die Progression von etablierten extrahepatischen kolorektalen 
Metastasen aufgehalten werden kann.  
Dies zeigte sich in einer signifikanten Reduktion von Gefäßdichte in Tumorrand und –
zentrum, sowie in einer deutlichen Verringerung des Neoangiogenese-Scores. Des Weiteren 
ergab sich eine Reduktion von Tumorgröße, Muskelinfiltration und Proliferation. Die 
Reduktion dieser Parameter war jedoch nicht signifikant.  
Diese Ergebnisse sind mit den Daten aus vorangehenden Studien vergleichbar, in welchen 
mehrfach gezeigt wurde, dass Temsirolismus die VEGF-Expression, Angiogenese und 
Zellproliferation verringert [44, 51, 65, 66].  
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Zudem stützen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, die bereits unter 6.2.3. diskutiert 
wurden („Die PBL scheint keine proliferationsfördernde und neoangiogene Wirkung auf 
bereits bestehende extrahepatische kolorektale Metastasen zu haben.“), diese Annahme. 
Der „neoadjuvante Einsatz“ von Temsirolimus vor ausgedehnter Hepatektomie und während 
PBL könnte aufgrund der o. g. Ergebnisse zum Erreichen einer „stable disease“ bzgl. bereits 




Bereits bekannt ist, dass die PBL auf intrahepatische kolorektale disseminierte Tumorzellen, 
Mikrometastasen und etablierte Metastasen eine wachstumsfördernde und 
gefäßneubildende Wirkung hat. Dies wurde im Vorfeld dieser Disseration auch im Rahmen 
von Arbeiten der Arbeitsgruppe mehrfach aufgezeigt. 
Erstmalig konnte in der hier vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass sich der 
proliferations- und neoangiogenesefördernde Effekt der PBL weniger als erwartet auf das 
Wachstumsverhalten von extrahepatischen kolorektalen DTC, MM und etablierten 
Metastasen auszuwirken scheint. 
Zudem scheint die PBL die antiangiogene und proliferationshemmende Wirkung des mTOR-
Inhibitors Temsirolimus nicht zu beeinträchtigen. Durch die Gabe von Temsirolimus während 
PBL konnte in dieser Arbeit das Anwachsen von extrahepatischen kolorektalen DTC und MM 
signifikant verringert und der weitere Progress von bereits etablierten extrahepatischen 
Metastasen aufgehalten werden. So könnte in der zukünftigen klinischen Behandlung der 
Einsatz von Temsirolimus vor ausgedehnter Hepatektomie und während PBL bei 
kolorektalen Metastasen eine vorteilhafte Option gegen die Entwicklung von neuen bzw. 
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